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1 OBJETIVO

Describir la metodologia analitica para la determinacion espectrofotométrica de pH en escala total
del ion hidrégeno (pH+) en agua de mar con celda de 1 cm de paso 6ptico utilizando el kit REMARCO.

2 ALCANCE

Este protocolo esta dirigido a los laboratorios de la red REMARCO y a todo laboratorio que quiera
implementar la medicion de pH para agua de mar (20 < Salinidad < 40 y 5 °C < Temperatura < 35
°C) por método espectrofotométrico con celda de 1 cm de paso éptico cumpliendo con la categoria
de calidad “weather” (incertidumbre del pH = 0,02, indicador 14.3.1 ODS), utilizando indicador
purpura de meta-Cresol (MCP).

Este protocolo fue adaptado del procedimiento estandar de operacién 6b (Dickson et al., 2007) y el
método REMARCO-AO-P-02 (Gémez et al., 2021) para el uso del equipamiento incluido en el kit de
Acidificacion Oceanica REMARCO.

El kit de Acidificacién Ocednica REMARCO corresponde al equipamiento y materiales provistos a
los Estados Miembros de la Red REMARCO para la creacién de capacidades en la medicion de
sistema de carbonatos en el contexto de la acidificacion de los océanos y el reporte del indicador
14.3.1 del ODS 14 a través de proyectos regionales o nacionales financiados por el Organismo
Internacional de Energia Atémica - OIEA.

3 TERMINOS Y DEFINICIONES

Calidad “weather": calidad de datos definida para identificar patrones espaciales relativos y
variaciones a corto plazo. Es adecuado para zonas costeras, donde los procesos locales generan
alta variabilidad.

mCP: purpura de meta-Cresol

ODS: Objetivos de Desarrollo Sostenible

OIEA: Organismo Internacional de Energia Atémica

REMARCO: Red de Investigacion de Estresores Marinos - Costeros en Latinoamérica y el Caribe.

[H*] = Concentracién total de iones hidrogeno (mol kg?). En el agua de mar incluye la contribucién
del ion sulfato.

4] = 141 ¢ (1 +3) = (14 + L5031

[H]e = Concentraci(’)nslibre (free) del ion hidrégeno en agua de mar.

St: Concentracion total de sulfato.

Ks: Constante de disociacion acida del gso,

pH+ = -logio [H*] donde [H*] representa la concentracion total de iones hidrégeno en agua de mar.
T: Temperatura (K).

K: Escala de temperatura Kelvin = (°C + 273,15).

S: Salinidad (sin unidades).
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Hzl: indicador.

HI": estado protonado del indicador.

I>: estado no protonado del indicador.

A: absorbancia.

L. longitud de onda (nm).

€,(x): Coeficiente de extincion o absortividad molar para A y la especie x del indicador.
Kz: Constante aparente de disociacion del estado protonado del indicador.

pKz: logaritmo base 10 de la constante de disociacién del estado protonado del indicador.

pHngs: escala de pH basada en recomendaciones y soluciones buffers del US National Bureau of
Standards (NBS), utilizada para soluciones de fuerza iénica cero.

4  FUNDAMENTO TEORICO

Uno de los métodos mas precisos para determinar el pH en el agua de mar es a través de la técnica
espectrofotométrica utilizando sulfonaftaleina, como por ejemplo el parpura de meta-Cresol (mCP)
(Figura 1. A). La técnica se basa en agregar un indicador de la forma Hzl en agua de mar, éste se
equilibra en sus formas HI- (estado protonado) y 1% (estado no protonado), quedando una cantidad
despreciable de Hal.

Debido a que en el rango de pH de agua de mar natural el indicador mCP se comporta como un
acido débil monoprdético, la reaccién de interés es la segunda disociacion (Clayton and Byrne, 1993):

HI~ (aq) & H* + I~ 1)

Se puede determinar entonces la concentracion total de iones de hidrégeno de la muestra como:

pH = pK(HI~) +logy, L] @

12
[HI-]

La medicién del pH se basa en la particularidad de que los iones HI y 1> absorben a diferentes
longitudes de onda de luz visible. Para el mCP los maximos de absorbancia para HI" y 1> ocurren a
434 y 578 nm, respectivamente (Figura 1. B). Por lo tanto, la relacion entre estas absorbancias (R =
A578/ A434) puede ser utilizada para determinar el pH del agua de mar en la escala de concentracion
total de iones de hidrégeno (pHr).
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Figura 1. A. Estructura quimica del indicador mCP. B. Espectro de absorbancia UV-Vis del indicador
mCP a diferentes valores de pH en agua destilada.

Para obtener una alta precisién en las mediciones de pH en agua de mar se recomienda el uso del
indicador mCP purificado. En caso de no ser posible su adquisicion, el mCP es comercializado con
una pureza del 90% como una sustancia sélida, en su forma acida y como sal de sodio. Entre las
dos formas comerciales no purificadas, es recomendable utilizar la sal de sodio ya que es mas
soluble en medio acuoso (Douglas y Byrne 2017). Se debe considerar que las impurezas presentes
en el mCP comercial absorben principalmente a 434 nm (longitud de onda de méaxima absorcion para
la forma HI") y ya que el pH calculado de una muestra esta directamente asociado con la relacién de
las absorbancias a 578 y 434 nm (R = A578/ A434), producen una disminucién en los valores de pH
calculados respecto a los valores de pH reales (Douglas y Byrne, 2017). Por ello es necesario realizar
una correccién para mejorar la exactitud de la medicién, que se presentara mas adelante en este
protocolo.
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MATERIALES, REACTIVOS Y EQUIPOS

Materiales
Celda (o cubeta) de vidrio optico o cuarzo, 1 cm de paso 6ptico con tapa
Micropipeta automatica de volumen ajustable entre 20-200 pL

Pipeta automatica de volumen ajustable entre 1000-5000 pL (ejemplo: Pipeta Gilson
Pipetman Classic)

Puntas de pipetas descartables

Vaso de precipitado

Matraz aforado

Piseta (frasco lavador) con agua destilada

Bolsas por ejemplo tipo Ziploc

Guantes libres de polvo o talco

Papel libre de fibras por ejemplo los de marca “Kimwipes”

Cuaderno de anotaciones o registro primario de datos.

Reactivos

Solucién indicadora de purpura de m-Cresol purificado (Peso Molecular: 382,43 g mol2, por
ejemplo mCP purificado REMARCO, cesar.bernal@invemar.org.co) o comercial no
purificado (sal de sodio mCP o también llamado sal de sodio m-Cresolsulfonftaleina, Peso
Molecular: 404,41 g mol?, por ejemplo Nimero de CAS:62625-31-4, Sigma-Aldrich)

Soluciéon de NaOH a concentracién de 0,1 mol Lt
Solucién de HCI a concentracion de 0,1 mol L
NaCl grado analitico

Buffer pH 4,0

Buffer pH 7,0

Buffer pH 10,0

Buffer Tris en agua de mar sintética (Dickson’s lab, SCRIPPS Institute, La Jolla, CA,
co2crms@ucsd.edu)

Agua: usar agua de la mejor calidad posible. Por lo menos debe cumplir con conductividad
<5,0 uS/cm a 25 °C

Equipos
Espectrofotometro Thermo Scientific™ GENESYS™ 150 UV-Vis

Portacelda individual termostatada Thermo Scientific™ para espectrofotometro GENESYS™

5
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150 UV-Vis
° Barfio termostatico (£ 0,1 °C o mejor), por ejemplo Julabo Corio CD-200F
° Termémetro para verificar temperatura dentro de la celda con resolucién 0,01 °C que

asegure la inmersion total del sensor en la celda de 1 cm de paso Optico, por ejemplo: Lutron
modelo TM-917 con sensor Pt100 Luftman modelo 3636; Accumac modelo AM8010 con

sensor AM1612.
° Medidor de pH con resolucién minima de 0,1 mV
° Balanza (0,0001 g)
° Agitador magnético (con calentador: opcional) y barra magnética

Los equipos y materiales necesarios para la medicion de pH por método espectrofotométrico se
muestran en la Figura 2. Algunos de ellos se incluyen en el kit REMARCO de Acidificacion Oceanica.

l

Figura 2. Equipos y materiales para medicién de pH. A. Espectrofotometro. B. Portacelda individual
termostatada. C. Bafio termostatico. D. Pipetas automaticas. E. Celda de vidrio 6ptico de 1 cm de
paso de luz. F. Buffer Tris en agua de mar sintética (Laboratorio Dickson). G. Indicador pUrpura de
meta-Cresol. H. Agitador magnético. |. Termdmetro de precision. J. pHmetro.
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6 DESCRIPCION DE ACTIVIDADES
6.1 Solucién indicadora de mCP

El mCP se debe preparar en una matriz acuosa de fuerza idnica similar a la de la muestra a medir
para reducir la perturbacion del pH por la adicion del indicador (Li et al., 2020). Esta perturbacion
podria ser importante considerando la relacién volumen de muestra: volumen de indicador con la
gue se trabaja al utilizar celda de 1cm de paso oOptico. Dependiendo de las caracteristicas de su
muestra, ajustar la fuerza ionica con la adiciéon de NaCl (GOA-ON Manual for pH Determination
Version 1.0).

Preparacion de 100 mL de indicador mCP 2 mmol L
° Registrar datos del indicador mCP (fabricante, lote, Peso Molecular).

° Pesar 0,0762 g de indicador mCP purificado o 0,0809 g de sal de sodio del indicador mCP
comercial no purificado, segun disponibilidad.

° Agregar 90 mL de la matriz acuosa seleccionada y agitar con agitador magnético y platina
calefactora a 25 °C. Por ejemplo, para muestras de agua de mar preparar la matriz acuosa de
fuerza iénica similar a la misma con 4,09 g de NaCl en 100 mL de agua.

° Ajustar el pH de la solucion indicadora a 8,2 en escala NBS para favorecer la completa
disolucion

) Dejar agitando durante toda la noche para permitir la estabilizacién del pH.

) Trasvasar a un matraz aforado y enrasar a 100 mL.

° Medir el pH y ajustar con HCI 0,1 mol L' 0 NaOH 0,1 mol L% seguin corresponda, a un valor

aproximado (+ 0,1) al que tiene la muestra a 25 °C. En el caso de agua de mar de pH cercanos
a 8,1, el ajuste se realizaa 7,9 (£ 0,1).

) Trasvasar a un frasco de vidrio de preferencia color &mbar o cubrir con papel aluminio para
protegerlo de la luz.

° Rotular el frasco con los datos de concentracion, fecha de preparacion y analista.

) Almacenar protegido de la luz y refrigerado a una temperatura de 2 a 6 °C. No congelar.

Nota 1: La solucion puede durar meses (GOA-ON Manual for pH Dye Preparation Version 1.0) pero
idealmente debe ser preparada antes de su utilizacién para evitar descomposicion del colorante o
contaminacion microbiana (Douglas y Byrne, 2017). Se recomienda preparar un volumen acorde al
uso del indicador en su laboratorio y fraccionar en pequefios volimenes a utilizar por dia de medicién.

6.2 Preparacion de los equipos

Evaluar las condiciones del espacio de trabajo para garantizar que la temperatura de la muestra
durante la medicién sea de 25,0 °C acorde a las capacidades de la institucién. Bajo las siguientes
condiciones se han obtenido resultados confiables:

° Ajustar la temperatura ambiente del area de medicién a 25,0 °C.
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° Conectar el bafio termostatico y configurar a 25,0 °C segun las indicaciones del manual del
equipo.
° Colocar dentro del bafio termostatico en bolsas Ziploc, buffer Tris en agua de mar sintética,

solucion de mCP 2mM previamente preparada y ajustada a pH 7,9 como se indica en la
seccién 6.1 (Solucién indicadora de mCP) y las muestras de agua de mar a analizar.
Asegurarse de que el tiempo de aclimatacion sea suficiente para alcanzar la temperatura
deseada.

6.3 Medicién de pHr en la muestra

Las muestras seran colectadas, preservadas y almacenadas siguiendo el método descrito en
REMARCO-AO-P-01 “Recoleccién y Preservacion de Muestras para la Medicién de Variables del
Sistema de CO2 en Aguas Marino-Costeras” (Sanchez-Noguera, 2021).

La configuracion especifica para el equipo Genesys 150 puede verse en el ANEXO 10.1.

Se recomienda realizar mediciones de pH por duplicado (muestras de dos botellas independientes
en cada punto del sitio de muestreo). Para cada muestra es necesario realizar tres mediciones de
pH utilizando la siguiente secuencia:

a. Lavar la celda 2 veces con la muestra a analizar y secar.
b. Con el portacelda vacio ajustar a cero.
C. Adicionar en la celda 3,5 mL de muestra previamente atemperada a 25 °C (ver seccién 6.2)

de forma suave, evitar generacion de burbujas y proceder a tapar la celda.

Nota 2: Es recomendable tomar la muestra de la seccion correspondiente al Ultimo tercio de la
botella. Una vez utilizada, volver a colocar la botella de muestra al bafio térmico para mantener su
temperatura para las mediciones que se realizaran posteriormente.

d. Limpiar y secar la celda con muestra con papel libre de fibras y colocarla en el Peltier (verificar
que la orientacién permita el paso de luz). Colocar siempre la celda en el mismo sentido
guiandose con el cédigo que aparece en el extremo superior de una de sus caras.

e. Realizar una medicion a 434, 578 y 730 nm para obtener las absorbancias en la muestra de
agua de mar sin adicion de indicador (muestra).

Nota 3: 434 y 578 nm corresponden a los maximos de absorbancia de mCP en sus formas HI- (estado
protonado) y 1% (no protonada), respectivamente. 730 nm corresponde a una longitud de onda a la
cual el mCP no absorbe.

f. Quitar la tapa de la celda y sin retirar del Peltier medir la temperatura de la muestra dentro de
la celda utilizando un termémetro de precision con sensor que permita mediciones en
voliumenes pequefios. Esta sera considerada como temperatura inicial de medicion (Tj).
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g. Quitar el sensor de termoémetro, limpiarlo y colocarlo en el bafio térmico hasta la siguiente
medicion.
h. Retirar la celda del peltier y con una micropipeta automatica adicionar de forma suave y

evitando la generacion de burbujas un volumen del indicador mCP que permita obtener valores
de absorbancia en 0,400 y 1,000 para las longitudes de 434 y 578 nm (Dickson et al., 2007,
Rérolle et al., 2012).

i. Colocar la tapa de la celda y mezclar por inversion realizando una Unica maniobra, asegurando
que la mezcla sea homogénea. Colocar rapidamente en el Peltier y medir la absorbancia a
434,578y 730 nm en la muestra de agua de mar tras la primera adicion de indicador (muestra
+ mCP).

Nota 4: La diferencia entre la absorbancia a 730 nm de la muestra y la muestra + mCP debe estar
entre -0,003 y +0,003. Caso contrario remover la celda y limpiar bien las ventanas épticas.

J- Repetir el procedimiento descrito en (h) y medir la absorbancia a 434, 578 y 730 nm en la
muestra de agua de mar tras la segunda adicién de indicador (muestra + 2mCP).

Nota 5: Para muestras con valores de absorbancia menores a 0,100 (previo a la adicién de indicador)
se obtuvieron absorbancias entre 0,400 y 1,000 luego de la primera (muestra + mCP) y la segunda
adicién del indicador mCP (muestra + 2mCP) adicionando un volumen de indicador mCP de 56,0 uL
como maximo para cada adicién (relacion sugerida en GOA-ON Manual for pH Determination Version
1.0). El volumen del indicador se debe ajustar de acuerdo a la absorbancia inicial de su muestra para
cumplir con las mediciones de absorbancia dentro de los rangos sugeridos.

k. Quitar la tapa de la cubeta y sin retirar del Peltier medir la temperatura de la muestra dentro
de la celda utilizando un termémetro de precision. Esta sera considerada como temperatura
final de medicién (Tr). Se espera que la diferencia entre la T; y Ts sea de +0,1 °C.

6.4 Verificacién del método con Buffer TRIS

Verificar el método de pHr con buffer TRIS leido por triplicado al inicio y al final del dia de medicion.

a. Registrar el nimero de botella, lote, fecha de elaboracion, fecha de apertura del Buffer TRIS
y analista.
b. Con el buffer TRIS previamente aclimatado a 25 °C proceder con el procedimiento descrito en

la seccién 6.3 (Medicion de la muestra).

c. Comparar el valor medido con el valor teérico pHr= 8,094 + 0,006 a Salinidad= 35 y
Temperatura= 25 °C (DelValls y Dickson, 1998).

6.5 Obtencién de datos y calculos de pHy
6.5.1 Registro de datos



REMARCO === ==
Red de Investigacion de Estresores Marino-Costeros w
de América Latina y el Caribe
REMARCO-AO-06 V.01
a. Identificacion de muestra
b. Valor de salinidad de la muestra obtenido en campo
Tiy Tt de medicién

d. Datos de absorbancia de la muestra, luego de la primera y la segunda adicion del indicador

mCP medidos a través de un registro manual o bien el equipo Genesys 150 permite su
extraccion a través de su conexion con Wifi o USB. Revisar el manual del usuario del equipo
para este procedimiento. Se obtendra un archivo Excel con los valores de absorbancia

medidos que seran utilizados para el célculo de pHr.

6.5.2 Caélculos

El célculo del pH se obtiene usando la constante de disociacién &cida del indicador mCP (K>), los
coeficientes de extincion del mCP (€) y el cociente de las absorbancias del indicador mCP (R),
mediante la expresion descrita por Liu et al. (2011) que ha sido establecida para un rango acorde a
las zonas de estudio del grupo REMARCO (20 < Salinidad <40 y 5 < Temperatura < 35 °C).

6.5.2.1 Determinacion del pH de la muestra

El pH de la muestra con el indicador se determina usando la formula:

pHy = —log(KTe,) + log<R el)

ez

Donde:

—log(KTe,) = a + (5) +cInT —dT

a = —246,64209 + 0,315971S + 2,8855x10~*5?
b = 7229,23864 — 7,098137S — 0,05703452

¢ = 44,493382 — 0,052711S

d = 0,0781344

= —0,007762 + 4,5174x10-5T
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%3/, = —0,020813 + 2,60262x10~*T + 1,0436x10~%(S — 35) (10)

El cociente de las absorbancias R se determina mediante la ecuacion:

_ (As78 mep—As7s muestra) ~(Aza0 mcp—Az30 muestra) (11)
(A434,mCP_A434,muestra)_(A730,mCP _A730,muestra)

Para ello se restan las mediciones de absorbancia de la muestra sin indicador (A4; ;,uestra) @ 1S
mediciones de absorbancia posterior a la adicion del indicador 4, ,,..p €n las 3 longitudes de onda

(434, 578 y 730 nm). A la absorbancia medida en las longitudes de onda de 434 y 578 nm restar la
absorbancia medida a 730 nm. Esto permite corregir cualquier cambio de linea base debido a errores
instrumentales.

Las correcciones de calculos de pH por adicién del indicador mCP y el uso de indicador mCP no
purificado se encuentran descriptas en el Anexo de este protocolo.

6.5.2.2 Incertidumbre de la muestra

En este protocolo consideraremos necesario para la estimacion de incertidumbres contar con 10
mediciones repetidas de salinidad, temperatura y absorbancia sobre una muestra. En el caso de la
salinidad corresponden a 10 valores medidos en el campo al momento de su recoleccién, mientras
que para la temperatura sera considerada la del analisis. Se recomienda realizar una medicién del
Tiy 10 mediciones de Tf. De esta manera se agiliza el proceso y se evita que la muestra pueda llegar
a sufrir alteraciones por su interaccion con la atmoésfera. Las repeticiones de absorbancia
corresponden a 10 lecturas realizadas de forma manual en el equipo Genesys 150, correspondientes
a la muestra, 10 lecturas tras la primera adicion de indicador y 10 lecturas tras la segunda adicién
de indicador.

Una opcion es estimar la incertidumbre midiendo la repetibilidad en cada una de las muestras
analizadas, como se describié anteriormente. Una segunda opcidn se basa en medir la repetibilidad
en una Unica muestra y utilizar dichos valores para el célculo de la incertidumbre de las muestras
restantes analizadas en el mismo dia. En caso de que ninguna de estas opciones sea viable, una
tercera opcion sera considerar los errores de los equipos y materiales empleados de medicién para
su célculo. Con la primera opcion se reduce notablemente la incertidumbre; sin embargo, con la
segunda opcion se obtienen buenos resultados con la ventaja adicional de reducir el tiempo de
medicion.

Para el calculo de incertidumbre utilice la planilla de REMARCO “pH-Calculo-y-estimacién-de-
incertidumbre_ REMARCOQ” (Cartas et al., 2021).
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7 CONTROL DE CALIDAD

Es necesario mantener un control de calidad del sistema de medicién de pH considerando diversos
aspectos:

) Mantener un registro detallado de la metodologia aplicada y cada ajuste realizado durante el
procedimiento.

° Ser rigurosos en la toma de datos de manera de facilitar la identificacion de datos anémalos.

) Evaluar precisién a través de la repetibilidad entre réplicas. Como se mencioné en el

procedimiento, se sugiere realizar la medicion de pH por triplicado para cada muestra
proveniente de una botella y se espera obtener un desvio estandar menor a 0,01.

° Evaluar precisién realizando la medicion de dos réplicas de una muestra, correspondientes a
dos botellas independientes.

) Evaluar veracidad a través de la medicion de pHt de buffer TRIS (Laboratorio Dickson) de
valor tedérico conocido y comparar con el valor medido.

8 MANEJO DE RESIDUOS

Se recomienda que las muestras de agua de mar utilizadas para la aplicacién de este protocolo no
sean fijadas, sean medidas dentro de las 24 horas de haber sido tomadas y por lo tanto sus residuos
no requieran ningun tratamiento particular. Sin embargo, en caso de no ser posible su medicion
inmediata y haber sido fijjadas con cloruro de mercurio, sus residuos se deben almacenar en
recipientes adecuados, debidamente rotulados y proseguir con el protocolo que se indique en su
laboratorio para la disposicién final segura de los mismos.
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10 ANEXOS
10.1 Configuracion del espectrofotémetro Thermo Scientific™ GENESYS™ 150 UV-Vis

Colocar el portacelda termostatado Peltier en el espectrofotometro (Figura 3). Revisar el manual del
usuario para realizar una correcta conexion de la misma. Recordar que siempre que el Peltier esté
colocado, la tapa del espectrofotdmetro debe permanecer abierta.

Figura 3. Espectrofotometro Thermo Scientific™ GENESYS™ 150 UV-Vis- con portacelda
termostatado Peltier instalado (izquierda). Detalle de celda de 1cm de paso Optico ubicada en el
portacelda termostatado (derecha).

10.1.1 Modo barrido

Encender el espectrofotometro 30 minutos antes de comenzar las mediciones.

En la pantalla inicial seleccionar el modo “Barrido”.
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GENESYS 150

Cinética

Presentacion
dinamica

b
B O
Informe de

Diagnésticos verificacion del Visor de datos
rendimiento

Cuantifi

Seleccionar el icono “+” para configurar el método, asignar un nombre al protocolo y modificar los
siguientes parametros:

Eje Y ABS  %T
Intervalo de longitudes de onda 400- 800 nm
Intervalo 2nm
Velocidad rapida
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Intervalo de
longitudes de onda

Intervalo

Velocidad

Continuar

Ingresar a Configuracién del accesorio en la esquina superior derecha y seleccionar “Peltier”. Una
vez alli, ajustar los parametros con los siguientes valores:

Temperatura de referencia 25°C
Tiempo de equilibrio 0
Tolerancia de Temperatura 0.5
Velocidad de agitacién 0
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,\_ Peltier

Valor de referencia de
temperatura

Tiempo de equilibrio

Tolerancia de temperatura

Velocidad de agitacién

Esta configuracion del método puede ser guardado en el equipo para su posterior uso, sin embargo,
se debe considerar que cada vez que se usa en el modo barrido se deben seleccionar las longitudes
de onda que deseamos sean mostradas en pantalla presionando sobre longitud A1, A2 y A3,
ingresando 434, 578 y 730nm, respectivamente. De esta manera sera posible visualizar el espectro
de absorcion de interés durante las mediciones lo que permitira verificar los maximos de absorbancia
esperados para el indicador.
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X pH por espectrofotometria

Nombre base muestra Accesorio
pH = 2/15

400-800nm 2,0nm Rdpida

B - BE [ el

=]
el
=

Absorbancia

600 700 800
Longitud de onda

Red 3 puntos @B

Ejemplo ABS(434) ABS(578)  ABS(730)

10.1.2 Modo longitudes de onda multiples

a. Encender el espectrofotémetro y en la pantalla seleccionar el modo “longitudes de onda
multiples”.
b. Seleccionar el icono “+” para configurar el método, asignar un nombre al protocolo e ingresar

las longitudes de onda 434, 578 y 730 nm

C. Ingresar a Configuracién del accesorio “Peltier” y ajustar los parametros como se indica en la
seccion 12.2.1.

10.1.3 Lectura de muestras
Para modo barrido y modo longitudes de onda mudltiples:
a. Presionar “Blanco” para obtener el cero de medicién.

b. Para obtener los valores de absorbancia de interés presionar “Medicion”.

10.2 Correccion de la perturbacion del pH por adicion del indicador

La adicion del indicador mCP provoca una perturbacion del pH de la muestra (Li et al., 2020). A pesar
de que la magnitud de perturbacién se reduce al utilizar un indicador de fuerza iénica y pH similares
a la muestra, se recomienda realizar una correccion con una segunda adiciéon del indicador mCP,
como fue descrito en este protocolo.
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Las adiciones de indicador mCP sucesivas constituyen un método empirico (Clayton and Byrne,
1993; Dickson et al., 2007) que permite calcular el cambio del cociente de las absorbancias R
(ecuacidn 11) tras la segunda adicion del indicador. Para ello se calcula el R para cada uno de los
dos volumenes (V1 y V2) de las dos adiciones sucesivas del indicador mCP (ImCP y 2mCP) y se
extrapola a cero adiciones de indicador con el objetivo de determinar el valor del cociente de
absorbancia corregido (Rcorr) para cero adiciéon de indicador, con el cual es posible calcular el pH que
se hubiese obtenido sin adicion del indicador.

El método se basa en dos supuestos: 1) R esta relacionado linealmente con el volumen de indicador

adicionado y 2) el cambio en R sobre el volumen de indicador afiadido (ﬁ) es una funcién lineal
AV

simple de R (Li et al., 2020).

La primera medicién corresponde a la relacién de absorbancia (Rimcp) de la muestra de agua de mar
con la primera adicion del indicador (V1, mL) y la segunda corresponde a la medicién de la relacién
de absorbancias (Ramcp) que se realiza después de la segunda adicion del indicador (V2, mL). Los
cambios en R por mL de indicador adicionado, es decir:

AR _ (RszP—R1mCP) (12)

AV V2-Vy

se puede expresar en funcién de Rince:

AR
A_V =a+bx leCP (13)

Esta relacién puede calcularse para cada muestra para obtener los Rcor SEQUN la siguiente relacion,
basada en el supuesto 2) mencionado anteriormente:

Reorr = Rimcp = (@ + b * Rypep) * V4 (14)

Esta correccion esta incluida en el célculo de pHt en la planilla de REMARCO “pH-Calculo-y-
estimacién-de-incertidumbre_ REMARCQO” (Cartas et al., 2021).

10.3 Correccion por utilizacion del indicador mCP no purificado segun Douglas y Byrne
(2017)

En caso de utilizar para la determinacion de pH el indicador mCP no purificado, es necesario realizar
una correccioén de los valores de absorbancia obtenidos, ya que las impurezas pueden absorber a la
misma longitud de onda que el indicador, principalmente a 434 nm, modificando asi el valor de pH
calculado para la muestra.
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Para realizar esta correccién, debe cuantificarse dicha contribucién especificamente para el lote de
mCP con el que se esta trabajando. El procedimiento a seguir es el siguiente:

a. Preparar una solucién de NaCl 0,7 M y ajustar a pH=12 a 25,0 °C con la adicién de NaOH
0,1 M.
b. Realizar la preparacion de equipos como se describe en 6.2.
C. Proceder a la medicién del pH de la solucion NaCl 0,7 M como se indica en la seccion 6.3
d. A las absorbancias de la solucién de NaCl a 434, 578 y 730 nm las llamaremos Agps
(absorbancias observadas).
e. Con las absorbancias observadas, calcular Reps (R observado), como:
R — As78 obs (15)

obs As34 0bs
f. Calcular la relacion eg/e (ecuacién 10). Donde S es la salinidad de la solucion de NacCl.

2

e3/e2 = —0,020813 + 2,60262x107*T + 1,0436x10~*(S — 35)
g. Calcular el valor especifico de absorbancia a 434 nm del lote de mCP no purificado como

e 16
Aszaimp = (1 - 3/82 * Robs) * Ay3a obs (16)

h. Una vez calculada la contribucion de las impurezas a la absorbancia a 434 nm, este valor
debe ser utilizado para modificar el valor de absorbancia a 434 que se obtiene al medir la muestra.
Calcular el pH de la muestra siguiendo el procedimiento de la seccién 6.5.2 modificando el valor de
R de acuerdo a la siguiente ecuacion:

R =R, * (1 + A434 imp ) (17)
A434 0bs—A434 imp
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